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© MeBsystem zur Bestimmung der Anzahl und des physiologischen Aktivitatszustandes von Zellen oder 
Organismen, insbesondere Mikroorganismen 

@ Die Erfindung bezieht sich auf ein MeBsystem zur Bestim- 
mung der Anzahl und des physiologischen Aktivitatszustan- 
des von Zellen oder Organismen, insbesondere Mikroorga- 
nismen. 

Die Redoxreaktionen des Energiestoffwechsels von Zellen 
oder Organismen werden zur Erzeugung eines elektrischen 
MeSsignals zuganglich gemacht. Das eiektrische Me&signal 
kann mit Hilfe elektrochemischer Methoden, vorzugsweise 
einer bioelektrochemischen Brennstoffzelle, erzeugt werden. 
Das vorgestellte MeSsystem kann bei der Kontrolle und 
Steuerung biotechnischer Fermentationen oder zur Detek- 
tion stoffwechselfordernder oder stoffwechselgefahrdender 
Substan2en eingesetzt werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein MeBsystem zur Bestim- 
mung der AnzahJ und des physiologischen Akuvitatszu- 
standes von Zellen oder Organismen, insbesonderc Mi- 5 
kroorganismen, und bezieht sich auf das Problem, deren 
aktuelle Stoffwechselaktivitat als aussagefahiges MeBsi- 
gnal darstellen zu k6nnen. 

Zur Bestimmung der Anzahl von Zellen oder Organ- 
ismen, insbesondere Mikroorganisraen sind besonders io 
zur Oberwachung technischer Fermentationssysteme 
eine Reihe verschiedener Verfahren bekannt 

Hierzu gehoren optische, elektronische, elektroche- 
mische, kalorimetrische oder auch elektroakustische 
Methoden. Zu den optischen Methoden gehdren solche 15 
auf der Basis von Trflbungsmessungen (Turbidimetrie) 
oder Messungen der Lichtstreuung (Nephelometric), 
wobei die gemessenen Effekte von der Anzahl der Zel- 
len oder Organismen in Suspensionen abhangen und zur 
Quantifizierung derselben herangezogen werden k&n- 20 
nen (R6mpp Lexikon, Band Biotechnologie, S. 541 und 
786 — 787, Thieme Verlag 1992). Probleme mit turbidi- 
metrischen und nephelbmetrischen Methoden gibt es 
dann, wenn in der Suspension Fremdpartikel enthalten 
sind (was bei technischen Fermentationsmedien bei- 25 
spielsweise hSufig der fall ist) t wenn die zu bestimmen- 
den Zellen oder Organismen aggregierte Wuchsformen 
bilden (z. B. Mycelien) oder auf einen TrSger aufwach- 
sen, so daB Einzelzellen nicht erfaSt werden k6nnen, 
oder wenn bei Begasung der Suspension Storsignale 30 
durch Gasblasen auftreten. 

Eine weitere optische Methode ist die Messung der 
Fluoreszenz bestimmter Zellinhaltstoffe nach vorheri- 
ger Anregung durch UV-Licht Die meisten beschriebe- 
nen Entwicklungen dieser Art befassen sich mit der 35 
Fluoreszenz der reduzierten form des Nicotin-Adenin- 
Dinucleotids (NADH), eines Co-faktors fur Oxidore- 
duktasen, der in nahezu alien Zellen und Organismen zu 
finden ist (Scheper et al, Chemical Engineering Journal 
34,B7-B12,1987). 40 

Eine Zellzahlbestimmung, die aus einer solchen Fluo- 
reszenzmessung abgeleitet wird, weist jedoch eine recht 
grofie Schwankungsbreite auf, da die NADH-Konzen- 
tration innerhalb einer Zelle oder eines Organismus 
durchaus nicht konstant ist, sondern sich in Abhangig- 45 
keit von SuBeren Faktoren verandert, weshalb dieses 
Verfahren auch zur Schadstoffdetektion vorgeschlagen 
wurde. Hinzu kommt, daB die Fluoreszenzdetektion bei 
geringen Zell- bzw. Organismendichten schwierig ist 
und zudem einer Reihe von St6reinflussen wie Lichtab- 50 
sorption durch nichtfluoreszierende Materialien oder 
der Fluoreszenz mehrerer Substanzen im gleichen Wel- 
lenlangenbereich ausgesetzt ist 

Die wohl alteste optische Methode zur Bestimmung 
der Zell- oder Organismenzahl ist das direkte Abz&hlen 55 
mit Hilfe eines Mikroskopes (R6mpp Lexikon, Band 
Biotechnologie, S. 834, Thieme Verlag 1992). Automati- 
sche Bildverarbeitungssysteme tragen in neuerer Zeit 
dazu bei, dafl das Zahlen von Zellen oder Organismen 
schneller und komfortabler geschehen kana Nachteile 60 
sind jedoch der nach wie vor recht hohe Zeitaufwand 
bei der Probenvorbereitung sowie die hohen Fehlerrisi- 
ken fur das Ergebnis, die der aufwendigen Probenvor- 
bereitung innewohnen. 

Im Bereich der elektronischen MeSmethoden sind 65 
Zellzahlbestimmungen auf der Basis von Impedanzmes- 
sungen vorgestellt worden (Harris et aL, Bioelectro- 
chem. Bioeng. 11, 15—28, 1983). Die MeBanordnung be- 
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steht aus flachigen Elektroden, zwischen die eine Probe 
mit einer unbekannten Anzahl an Zellen oder Organis- 
men gebracht wird. In Abhangigkeit von der Anzahl der 
in der Probe enthaitenen Partikel verandern sich elek- 
trische KenngroBen der MeBzelle; diese Veranderun- 
gen konnen zur Partikelzahlbestimmung herangezogen 
werden. Ein Problem ergibt sich, wenn sich durch "fou- 
ling"-Effekte Deckschichten auf den Elektrodenoberfia- 
chen bilden, die die MeBergebnisse verfalschea Weiter- 
hin besteht eine Limitierung der Anwendbarkeit dieser 
MeBmethode bei der Leitfahigkeit der einzusetzenden 
Proben, die unterhalb eines Wertes von 10 uS liegen 
sollte; dieser Wert wird beispielsweise von nahezu alien 
Fermentationsmedien uberschritten. 

Eine weitere elektronische MeBmethode zur Zell- 
zahlbestimmung nutzt den Umstand aus, daB Zellen 
oder Organismen sich beziiglich ihrer Leitfahigkeit in 
der Regel von dem waBrigen Milieu unterscheiden, wel- 
ches sie umgibt; auf diese Weise kCnnen sie Gber die 
Veranderung der Leitfahigkeit bei der Passage einer 
MeBstrecke erfaBt und gezaMilt werden (Coulter Coun- 
ter) (Pons (ed), Bioprocess Variables, 86—106, Carl 
Hanser Verlag, Mtlnchen, Wien, New York, Barcelona 
1992). Auch hierbei kdnnen Zellen und Organismen 
nicht von sonstigen Partikeln, und Zellverbande kdnnen 
auch nicht von Einzelzellen unterschieden werden. 

Der Verbrauch an geldstem Sauerstoff stellt ein 
durchaus aussagefahiges Indiz fur die Bestimmung der 
Stoffwechselaktivitat und der Anzahl an Zellen oder 
Organismen dar. Auf dieser Basis wurden Systeme zur 
ZellzaMbestimmung, aber auch zur Detektion von stoff- 
wechselfdrdernden oder stoffwechselschadigenden 
Substanzen entwkkelt und vorgeschlagen (Matsanuga 
et aL, Applied Mikrobioiogy and Biotechnology 12, 
97—101, 1981). fur MeBzwecke problematisch erweist 
sich jedoch die Tatsache, daB Sauerstoh! nicht allein Oxi- 
dationsmittel fur den Energiestoffwechsel, sondern auch 
Bausubstrat' far den Aufbau von Biomasse ist Aus die- 
sem Grund erfolgt die Sauerstoffaufnahme durch Or- 
ganismen in Abhfingigkeit von der jeweiligen Kultiva- 
tionsphase nicht gleichmafiig. Dartlber. hinaus kann mit- 
tels der Sauerstofrverbrauchsmessung eine Bestimmung 
der Zellzahl und des Aktivitatszustandes der Zellen 
oder Organismen in anaeroben Systemen nicht erfolgea 

Stoffwechselaktivhaten von Zellen oder Mikroorga- 
nismen sind stets mit der Freisetzung von Warme ver- 
bunden. Durch die exakte Bestimmung dieser Warme - 
entwicklung sind RQckschlflsse auf die aktuelle Anzahl 
vorhandener Zellen oder Organismen moglicL Hierzu 
werden Kalorirneter eingesetzt (Luong und Volesky, 
Canadian Journal of Chemical Engineering 58 497 — 504, 
1980), die einen recht hohen apparativen Aufwand er- 
fordern und gegen St6reinflusse (z.B. Energieeintrag 
durch Rflhrer und Begasung) recht anfallig sind 

Das Grundprinzip elektroakustischer Messungen be- 
ruht darauf, daB die Resonanzfrequenz einer Proben- 
und einer ReferenzkQvette mit steigender Partikelzahl 
in der Probenkuvette zunehmend verschoben wird (Kil- 
burn et al, Biotechnology and Bioengineering 33, 
1379—1384, 1989). Diese Verschiebung kann zur Be- 
stimmung der Partikelzahl in der Probe herangezogen 
werden. Unbefriedigende Ergebnisse liefert dieses Sy- 
stem dann, wenn neben Zellen oder Organismen andere 
Partikel vorhanden sind oder wenn Gasblasen in die 
Probenkuvette gelangen. 

Das Verfahren gemaB der Erfindung beruht im Ge- 
gensatz zu den bisher bekannten MeBmethoden darauf, 
die Redoxreaktionen des Energiestoffwechsels von Zel- 
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len und Organismen, insbesonderc Mikroorganismen, 
direkt-fur die Erzeugung eines elektrischen MeQsignais 
zuganglich zu machen, wodurch einerseits eine Bestim- 
mung der aktuellen Anzahl von Zellen oder Organis- 
men, andererseits eine Beurteilung des raomentanen 5 
physiologischen Aktivitatszustandes dieser Mikroorga- 
nismen ermoglicht wird. 

Die Erzeugung des elektrischen MeBsignales erfolgt 
dabei mitteis elektrochemischer Methoden, vorzugs- 
weise durch eine bioelektrochemische Brennstoffzelle, 10 
die aus einem Gehause, einer Anode, einer Kathode 
sowie deren elektrischen Ableitungen besteht Anodi- 
sches und kathodisches Kompartiment kdnnen durch 
eine Ionenaustauschermembran voneinander getrennt 
sein. Auf der Seite der Anode erfolgt ein Gbergang von 15 
Elektronen aus dem Stoffwechsel der Zellen oder Or- 
ganismen hin zur Anode, Dieser Obergang erfolgt ent- 
weder direkt oder durch Tragersubstanzen, die dem 
Stoffwechsel entstammen, oder unter Zuhilfenahme hin- 
zugegebener geldster oder immobilisierter Molekiile, 20 
die einen ElektronenfluB aus dem Zell- oder Organis- 
menstoffwechsel hin zur Anode zu katalysieren vermo- 
gen (Redox mediator en). 

Der Stromkreis der Brennstoffzelle wird durch eine 
geeignete Kathode geschlossen, an der eine elektronen- 25 
verbrauchende elektrochemische Reaktion ablauft Als 
eiektrisches MeBsignal, welches direkt von der Stoif- 
wechselaktivitat der Mikroorganismen abhangig ist, 
kann einerseits der Spannungswert zwischen Anode 
und Kathode oder andererseits der StromfluB zwischen 30 
Anode und Kathode erfaBt werden. 

Zur Erfassung des physiologischen Aktivitatszustan- 
des kann zur Unterscheidung von stoffwechselaktiven, 
abgestorbenen und stoffwechselinaktiven Zellen oder 
Organismen eine Kornbination aus mindestens zwei 35 
identischen MeBzellen gewahlt werden, wobei in einer 
Zelle eine Probe mit einer Probenvorbehandlung (z. B. 
Substratzugabe oder Produktentfernung), in der zwei- 
ten Zelle eine unbehandelte Probe vermessen wird. 

In analoger Weise k6nnen diese Messungen mit ande- 40 
ren elektrochemischen Methoden, z. B. einem potentio- 
statisch geregelten Drei-Elektrodensystem, durchge- 
fuhrt werden. Die mit der Erfindung erzielten Vorteile 
bestehen insbesondere darin, daB im Gegensatz zu den 
meisten bekannten Methoden zur Bestimmung der An- 45 
zahi von Zellen oder Organismen das Vorhandensein 
von Partikeln im Nahr- oder Wachstumsmedium sich 
nicht als storend erweist Dies beruht darauf, daB die 
Grundlage der Bestimmung eine spezifische Leistung 
der Zellen oder Organismen darstellt, die sie von ande- 50 
ren, inaktiven Partikeln unterscheiden. 

Im Gegensatz zu SauerstoffVerbrauchsmessungen, 
die zur Bestimmung der Anzahl und des Aktivitatszu- 
standes von Zellen und Organismen vorgeschiagen wur- 
den, IaBt die vorgestellte Erfindung genauere Aussagen 55 
zu, da hier lediglich die Aktivitaten des zellularen Ener- 
giestoff wechsels erfafit werden, wahrend der Sauerstoff 
sowohl ein Substrat fiir den Energie- ais auch fur den 
Baustoffwechsel darstellt Daruber hinaus kann das vor- 
gesteilte MeBsystem auch bei anaeroben Prozessen zur 60 
Anwendung gebracht werden. 

SchlieBlich bietet das vorgestellte Verfahren die 
M6glichkeit zur Beurteilung des aktuellen Aktivitatszu- 
standes der eingesetzten Zellen oder Organismen. Diese 
Information kann im Vergleich zu anderen Verfahren 65 
mit einem recht einfach aufgebauten System erhalten 
werden, wodurch ein Einsatz z, B. in der Fermentations- 
kontrolle oder bei der Detektion stoffwechselfordern- 
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der bzw. stoffwechselschadigender Substanzen auch aus 
wirtschaftlicher Sicht realisierbar wird 

Das Verfahren gemaB der Erfindung wird durch fol- 
gende Beispiele erlautert 

Beispiel 1 

Ein beluftetes GlasgefaB, gefullt mit 200 ml eines 
Wachstumsmediums (Trypton lOg, Hefeextrakt 5g, 
Matriumchlorid 5 g, Glucose 5 g, alle Angaben fur 1 Li- 
ter Medium, pH-Wert 7,8). wurde mit Bakterien des 
Stammes Escherichia coli (Deutsche Sammlung von Mi- 
kroorganismen Nr. 498) angeimpft Dem Medium wurde 
als Redoxmediator 2-Hydroxy-l,4-Naphthochinon in ei- 
ner Konzentration von 1 x 10" 3 mol/1 zugegeben. Die 
Suspension dieser wachsenden Mikroorganismen wur- 
de mitteis einer Schlauchpumpe mit einem konstanten 
FIuB von etwa 20 ml/min durch eine Brennstoffzelle ge- 
pumpt Diese Brennstoffzelle bestand aus einem zyiin- 
drischen Plexiglasgehause (AuBendurchmesser 60 mm, 
Innendurchmesser 30 mm, Hohe 28 mm). An dessen ei- 
ner Stirnseite befand sich eine Anode aus Elektrogra- 
phit (Durchmesser 28 mm, Starke 1,5 mm, Deutsche 
Carbone, Frankfurt am Main), an dessen anderer Stirn- 
seite eine Sauerstoff-Gasdifhisionkathode (Durchmes- 
ser 38 mm, Starke 0,3 mm, Typ Silva 8, Varta, Kelkheim). 
Wahrend sich die Anode vollstandig im flussigkeits- 
durchspulten Innenraum der Brennstoffzelle befand, 
tauchte die Kathode lediglich mit einer Seite in die flus- 
sigkeit ein, wahrend die andere Seite der Umgebungs- 
luft zugewandt war. Die elektrische Kontaktierung der 
Anode erfolgte uber eine Schraube, die durch die Plexi- 
glaswandung nach auBen gefuhrt wurde und zugleich 
der Befestigung der Anode diente. Die Kontaktierung 
der Kathode erfolgte uber einen Ring aus Edelstahl (Au- 
Bendurchmesser 38 mm, Innendurchmesser 30 mm, 
Starke 0,1 mm). Schraube und Ring wurden mit Kupf er- 
drahten verbunden. Das Volumen der Brennstoffzelle 
betrug, abzuglich aller An- und Einbauten, etwa 8 mL 

In den auBeren Stromkreis der Brennstoffzelle wurde 
ein Amperemeter geschaltet, welches das Stromsignal, 
das allein auf die Stoffwechselaktivitaten der Mikroor- 
ganismen zuruckzufiihren war, anzeigte und dessen 
zeidicher Verlauf von einem Schreiber aufgezeichnet 
wurde. Parallel zu dieser Aufzeichnung wurden im zeit- 
lichen Abstand von etwa 30 min Proben aus dem Glas- 
gefaB entnommen und die Triibung bei 578 nm im Pho- 
tometer gemessen. Die Trubung des Wachstumsme- 
diums wurde als MaB fur die Menge der vorhandenen 
Mikroorganismen herangezogen. 

Ein Vergleich der zeitlichen Anderung des Stromsi- 
gnals und der Trubung des Mediums zeigte, daB beide 
Kurven bis zum Erreichen der stationaren Wachs- 
tumsphase einen nahezu parailelen Verlauf aufwiesen. 
Stellten die Mikroorganismen ihr Wachstum ein, so 
blieb der TrGbungswert konstant, wahrend der Strom- 
wert abzusinken begann (siehe Abb. 1). 

Die Stoffwechselaktivitat der Mikroorganismen 
konnte im dargestellten Verfahrensbeispiel in form ei- 
nes elektrischen Signals sichtbar gemacht werden, so 
daB hiermit nach entsprechender Eichung die Anzahl 
der Organismen kontinuierlich verfolgt und ihr aktuel- 
ler Akuvitatszustand jederzeit festgestellt werden 
konnte. 

Beispiel 2 

Mit einem Versuchsaufbau, der mit dem in Beispiel 1 
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beschriebenen mit Ausnahme eines kleineren Glasgefa- 
Bes von nur 25 ml Volumen identisch war, wurden nach- 
folgend beschriebene Untersuchungen durchgefuhrt In 
das System wurde ein Phosphatpuffer,0,l mol/1, pH 73. 
eingefullt Suspendiert in diesem Puffer waren Bakte- 5 
rien des Stammes Escherichia coli in einer Menge, die 
1 mg Bakterientrockenmasse in einem Milliliter Suspen- 
sion entsprach. Dem Puffer wurde weiterhin Glucose 
bis zu einer Konzentration von 10 mmol/1 und ais Re- 
doxmediator 2-Hydroxy-l,4-Naphthochinon in einer 10 
Konzentration von 1 mmol/1 zugegeben. Wenige Minu- 
ten nach Befallen des Systems konnte am Amperemeter 
ein nahezu konstantes Stromsignal von etwa 0,1 mA ab- 
gelesen werden. Dem System wurden nach Erreichen 
dieses stationSren Zustandes unterschiedliche Mengen 15 
von Stoffwechselgiften (z. B. m-Kresol) zugegeben, was 
mit einer Zeitverz&gemng von etwa 1 min zu einem 
kontinuierlichen Absinken des Stromsignals fuhrte. Die 
H6he der Stromsignalverrninderung stieg dabei mit der 
zugefuhrten Schadstoffmenge an. Die minimale An- 20 
sprechkonzentration lag fiir m-Kresol bei 0,2 mg/1 (sie- 
heAbb.2). 

Patentanspruche 

25 

1. MeBsystem zur Bestimmung der Anzahl und des 
physiologischen Aktivit&tszustandes von Zellen 
oder Organismen, insbesondere Mikroorganismen, 
dadurch gekennzeichnet, da£ Redoxreaktionen 
des Energiestoffwechsels der Zellen oder Organis- 30 
men direkt zur Erzeugung eines elektrischen MeB- 
signals zuganglich gemacht werden. 

2. MeBsystem nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Erzeugung des MeBsignals in ei- 
ner elektrochemischen Zelle, vorzugsweise einer 35 
bio elektrischen Brennstoff zelle und/oder einem 
elektrochemischen Sensor mit oder ohne Zugabe 
eines Redoxmediators erfolgen kann. 

3. MeBsystem nach Anspruch 1 und Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Messungen in 40 
flussigen und an festen Substraten durchgefuhrt 
werden konnen. 

4. MeBsystem nach Anspruch 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Messungen im aeroben oder 
anaeroben Milieu durchgefuhrt werden kdnnen. 45 

5. MeBsystem nach Anspruch 1 — 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Messungen kontinuierlich 
oder diskontinuierlich durchgefuhrt werden k6n- 
nen. 

6. MeBsystem nach Anspruch 1—5, dadurch ge- 50 
kennzeichnet, daB es zur Kontrolle und Steuerung 
biotechnischer Fermentationssysteme eingesetzt 
werden kann. 

7. MeBsystem nach Anspruch 1—5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB tiber die Messung des physiolo- 55 
gischen AktivitStszustandes von Zellen und Organ- 
ismen verschiedene stoffwechselfordernde bzw. 
stoffwechselschadigende Substanzen detektiert 
werden konnen. 

8. MeBsystem nach Anspruch 1—7, dadurch ge- 60 
kennzeichnet, daB hiermit die Reaktionen des Ener- 
giestoffwechsels verschiedener Mikroorganismen, 
hdher entwickelter ein- oder mehrzelliger Organis- 
men oder von Zellen komplexer Organismen erfaBt 
werden ktinnen. 65 
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Abblldung 1: Darstellung der Versuchsergebnlsse aus Betsplei 1; Beurtellung des 
Wachstums von E. coll durch Trubungsmessung und mft Hilfe des vorgesteltten MeQ- 
systems 
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Konzentralion m-Kresol (mg/l) 

Abblldung 2: Darstellung der Versuchsergebnlsse aus Beisplel 2; Abnahme des 
Stromslgnals nach Zugabe elnes Schadstoffes am Beisplel von m-Kresol 
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